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(57) Abstract 

Described is an aqueous preparation, designed to absorb and stabilize micro-bubbles, for use as an echo contrast agent 
containing polyoxyethylene/polyoxypropylene polymers and negatively charged phospholipids. The preparation is suitable for 
imaging the left heart 

(57) Zusammenfassung 

Eine wSSrige Zubereitung zur Aufnahme und Stabilisierung von MikrogasblSschen zur Verwendung als Echokontrastmit- 
tel enthaltend Polyoxyethylenpolyoxypropylen-Polymere und negativ geladene Phospholipide wird angegeben, die sich zur 
Linksherzdarstellung eignet. 
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Echokontrastmittel 



Die Erfindung betrifft eine waBrige Zubereitung zur Aufnahme und Stabili- 
sierung von Mikrogasblaschen zur Verwendung' als Echokontrastmittel . 



Stand Technik ( ■ 

Da Ultraschall von in FlGssigkeiten suspendierten Gasblaschen stark reflek- 
tiert wird, wurden als Kontrastmittel fur die Ultraschalldiagnostik schon 
fruhzeitig waBrige Zubereitungen vorgeschlagen, die stabil isierte Mikrogas- 
blaschen enthalten. Mikrogasblaschen lassen sich in waBrigen Zubereitungen 
durch Herabsetzung der Oberflachenspannung, d.h. durch Zusatz geeigneter 
Tenside stabil isieren. 

In der EP-B-0077752 wird angegeben, daB waBrige Losungen, die ein Tensid 
Oder ein Tensidgemisch und zusatzlich eine viskositatserhohende Substanz 
enthalten, vorteilhafte kontrasterzeugende Eigenschaften aufweisen. Als in 
Frage kommende Tenside werden u.a. nicht ionogene Lecithine und Lecithin- 
fraktionen sowie Polyoxyethylenpolyoxypropylen-Polymere angegeben. In den 
sechs Herstellungsbeispielen der EP-B-0077752 werden Zubereitungen angege- 
ben, die als Tensid jeweils ein Polyoxyethylenpolyoxypropylen-Polymeres und 
als'viskositatserhohende Substanz Glucose oder Dextran oder das Polyoxy- 
ethylenpolyoxypropylen-Polymere selbst enthalten. Eine Nacharbeitung der 
Herstellungsbeispiele hat gezeigt, daB die kontrastgebende Wirkung nicht 
befriedigend ist. So eignen sich die Zubereitungen der EP B-0077752 nicht 
fur Linksherzdarstellungen. 

Es wurde nun uberraschenderwei se gefunden, daB waBrige Zubereitungen, die 
neben Polyoxyethylenpolyoxypropylen-Poly-neren negativ geladene Phosphol ipi - 
de enthalten, sich in iiberragender Weise zur Aufnahme und Stabil isierung 
von Mikrogasblaschen eignen. 
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von inneren Oberfl achenstruktureri eignen, da die Hikrogasblaschen anschei- 
nend gut an Oberfl achen haf ten und so auch nach Ausspiilen der im Lumen von 
GefaBen befindlichen Hikrogasblaschen einen aufschluBreichen Kontrast er- 
zeugen. Dadurch ist es beispielsweise moglich, die Dynamik des Herzens auch 
nach Auswaschen des Kontrastmittels deutlicher darzustellen. 

Die Herstellung der erfindungsgemaBen Zubereitungen ist unproblematisch und 
kann erfolgen, indem die einzelnen Komponenten zusanunen oder nacheinander 
in Wasser eingetragen und notigenfalls unter Erwarmen und Riihren gelost 
werden. Gewunschtenfalls kann noch sterilisiert werden, beispielsweise 
durch Hitzesterilisation. 

Als besonders gut geeignet zur Einstellung der Isotonie der erfindungsge- 
maBen Zubereitungen haben sich Glycerin, Hannit und Ammoniumsalze von Ami- 
nosauren, vorzugsweise Glycin, erwiesen. 

Die Erzeugung der Hikrogasblaschen erfolgt zweckmafligerweise erst kurz vor 
Verabreichung an die zu untersuchenden Patienten und wird auf an sich be- 
kannte Weise vorgenommen. Wird z.B. die erfindungsgemaBe Zubereitung in 
einer Ourchstechflasche zur Verfiigung gestellt, so kann die Losung zusammen 
mi t der gewunschten Henge Luft in eineubliche Spntze aufgezogen werden 
und wieder mit moglichst hohem Druck uber eine enge Kaniile in die Durch- 
stechflasche eingespritzt werden. Notigenfalls wird das Aufziehen und Aus- 
spritzen mehrmals wiederholt. Alternativ konnen die erfindungsgemaBen Zube- 
reitungen auch zwischen zwei Spritzen uber ein Verbindungsstuck mit engem 
Querschnitt oder eine zwischen die beiden Spritzen geschaltete Mlschkammer 
hin- und hergedrQckt werden. Das letztgenannte Verfahren fuhrt zu besonders 
informativen Ultraschallbildern, wobei gleichzeitig' die Ergiebigkeit weiter 
erhoht wird. 

Als Gase zur Erzeugung der Mikrogasblaschen kommen alle physiologisch ver- 
traglichen Gase in Frage. Die erfindungsgemaBen Zubereitungen werden pro 
1 ml mit 0,01 bis 0,1, vorzugsweise mit 0,04 bis 0,06 ml Gas aufgeschaumt. 
Sie werden nach Erzeugung der Hikrogasblaschen vorzugsweise intravends ver- 
abreicht. Je nach Anwendungszweck werden 1 bis 20 ml, vorzugsweise 2 bis 
8 ml, und besonders bevorzugt 5 ml der erfindungsgemaBen Zubereitungen ver- 



WO 92/11873 



- 4 - 



PCI7EP92/OD012 



abreicht. 

Besonders hervorzuheben ist, daB die erfindungsgemaBen Zubereitungen wegen 
ihrer im Vergleich zum Stand der Technik erhohten Ergiebigkeit niedriger 
dosiert werden konnen. 



Beispiele ' 

1. 3,0 g Polyoxyethylenpolyoxypropylen-Polymeres rait einem im'ttleren Mole- 
kulargewicht von 8400 (Pluronic®F68), 1,0 g Dipalmitoylphosphatidylglycerol 
(DPPG) und 3,6 g Glycerin werden in 80 ml Wasser eingetragen. Han erwarmt 
auf ca. 80'C und ruhrt, bis eine vollstandige Auflosung stattgefunden hat. 
Nach dem Abkuhlen wird mit destilliertem Wasser auf 100 ml aufgefullt. 

2. Han verfahrt wie in Beispiel 1, mit dem Unterschied, daB statt DPPG 
1,0 g So japhosphatidyl glycerol (Fa. Lucas Heyer, Hamburg) verwendet wird. 

3. In 80 ml Wasser werden 1,1 g Glycin eingetragen. Mit verdunntem Ammo- 
niak und wird ein pH von 6 bis 7 eingestellt. In die Losung werden 3,0 g 
Polyoxyethylenpolyoxypropylen-Polymeres mit einem mittleren .Holekularge- 
wicht von 8400 (Pluronic«F68) und 1,0 g DPPG gegeben. Man erwarmt auf ca. 
80-C und ruhrt bis eine vollstandige Auflosung stattgefunden hat. Nach dem 
Abkuhlen wird mit destilliertem Wasser auf 100 ml aufgefullt. 

4. Man verfahrt wie in Beispiel 3, mit dem Unterschied, daB statt DPPG 
1,0 g Sojaphosphatidylglycerol (Fa. Lucas Meyer) verwendet wird, 

5. In 80 ml Wasser werden 4,0 g Polyoxyethylenpolyoxypropylen-Polymeres 
(Poloxamer 188, Pluronic® F68), 1,0 g Distearoyiphosphatidylglycerol und 
5,4 g Mannit eingetragen. Han erwarmt auf ca. 80'C und ruhrt bis zur voll- 
standigen Auflosung. Nach dem Abkuhlen wird mit destilliertem Wasser auf 
100 ml aufgefullt. 
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Veraleichsversnrhe 

Die Untersuchungen wurden an wachen mannlichen Beagle -Hunden (18,2-30,5 kg 
Korpergewicht) durchgefiihrt. Den Hunden wurden jeweils 5 ml i.v. der nach- 
folgend beschriebenen Kontrastmittelzubereitungen appliziert: 

A: Eine pro 1000 ml 35 g vernetzte Polypeptide enthaltende Infusionslosung 

zur Plasmasubstitution (Haemaccel® der Fa. Behringwerke) 
B: Echovlst® (Echokontrastmittel der Fa. Schering) 

C: Eine wassrige Losung enthaltend 4 Gew.-% Poloxamer 188 (Pluronic® F58) 

und 4 Gew.-% Glucose (Beispiel 1 in EP 0 077 752) 
D: Eine wassrige Losung enthaltend 2 Gew.-% Poloxamer und 4 Gew.-% Glucose 

(Beispiel 2 in EP 0 077 752) 
E: Eine wassrige L5sung enthaltend 1 Gew.-% Poloxamer und 4 Gew.-% Glucose 

(Beispiel 3 in EP 0 077 752) 
F: ErfindungsgemaBe Zubereitung nach Beispiel 5 

Die Losungen A, C, D, E und F werden luftfrei in einer ersten Spritze auf- 
gezogen. Diese Spritze wird sodann mit dem freien Ende einer fest mit einer 
zweiten Spritze verbundenen, 0,18 ml Luft enthaltenden Mischkammer konnek- 
tiert. Unmittelbar vor der Appl ikation werden die Losungen funfmal aus der 
ersten Spritze iiber die Mischkammer in die zweite Spritze 'und wieder zuruck 
gepumpt. 

Das handelsObliche Kontrastmittel B wird nach den Anweisungen der Packungs- 
beilage bereitet. 

Die echokardiographischen Ultraschallaufnahmen wurden mit einem Ultra- 
schallgerat Sonoscope 4 mit mechanischem Kopf bei 3,5 MHz durchgefuhrt. Die 
Videoprints der erhaltenen Ultraschallbilder wurden beziiglich der Kontrast- 
intensitat densitometrisch ausgewertet. Das verwendete Densitometer (Gretag 
D182) bestimmt die Anderungen der Helligkeit (brightness) in 100 Schritten 
in einem Bereich von 0,00 bis 2,50 Dichteeinheiten (density units). Die Ka- 
librierung erfolgt anhand der herstellerseitig bereitgestellten Kalibrie- 
rungskarte nach DIN 16536 (calibration reference), wobei dem hellsten WeiB 
der Wert 1,64 und dem dunkelsten Schwarz der Wert 0,00 zugeordnet wird. Das 
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Hittel aus vier einzelnen Bestiiranungen auf einer FT ache von 1 cm x 1 cm er- 
gibt den Wert fur jedes Tier fur die applizierte Zubereitung. 

Die erhaltenen Ergebnisse sind in der nachfolgenden Tabelle wiedergegeben. 
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1,20 
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Intensity in Density Units (DU) 



Aus den Ergebnissen ergibt sich, daB die erfindungsgemaBen Echokontrast- 
mittel im Gegensatz zu den Echokontrastmitteln nach dem Stand der Technik 
lungengangig sind und daher sich ausgezeichnet zur Linksherzdiagnostik eig- 
nen. Die Anwendbarkeit der Ultraschallbildgebung in der Herzdiagnostik wird 
durch die erfindungsgemaBen Echokontrastmittel erheblich erweitert. 

Dariiberhinaus wurde gefunden, daB die Mikroblaschen der erfindungsgemaBen 
Echokontrastmittel anscheinend eine erhebliche Affinitat zu den inneren 
Oberflachen von GefaBen und Hohlraumen des Korpers aufweisen. Das hat zur 
Folge, daB die Umrisse von GefaBen und Hohlraumen sehr viel besser und da- 
mit informativer dargestellt werden als dies mit Kontrastmitteln nach dem 
Stand der Technik moglich war. Besonders vorteilhaft ist hierbei, daB diese 
stark verbesserte Darstellung der Oberflachen von GefaBen und Hohlraumen 
audi noch bestehen bleibt, wenn das Lumen des GefaBes oder Hohlraumes be- 
reits frei von Echokontrastmittel ist. Diese uberraschende Kontrastierung 
von Oberflachen laBt sich zum Beispiel zur Beobachtung des Endocards nut- 
zen. 
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In den Abbildungen 1 und 2 ist das Ergebnis eines Verstiches zur Belegung 
dieser neuartigen Kontrastierung von Oberflachenstrukturen dargestellt. 

Abbildung 1 zeigt das echokardiographische Bi Id des Endocards eines wacheh 
Beagle-Hundes im sogenannten Vierkammerblick unmittelbar vor Erscheinen des 
ersten Kontrastes nach Verabreichung von 1 ml Echokontrastmittel nach Bei- 
spiel 1. 

Abbildung 2 zeigt das Endocard des Tieres, nachdem das Echokontrastmittel 
bereits wieder aus dem Herzen ausgewaschen war. 

Aus dem Vergleich der beiden Abbildungen ergibt sich, daB mit den erfin- 
dungsgemaBen Echokontrastmitteln eine unerwartete Zeichnung des Endocards 
moglich 1st, die fur diagnostische Zwecke einen hohen Informationsgewinn 
bedeutet. 



WO 92/11873 



PCI7EP92/00012 



- 8 - 

PatentansprQche 

1. WaBrige Ziibereitung zur Aufnahme und Stabilisierung von Mikrogasblas- 
chen zur Verwendung als Echokontrastmittel enthaltend Polyoxyethylenpoly- 
oxypropylen-Polymere und negativ geladene Phospholipide. 

2. Zubereitung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB Polyoxyethy- 
lenpolyoxypropylen-Polymere mit einem mittleren Molekulargewicht von 8350 
bis 14000 verwendet werden. 

3. Zubereitung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB Polyoxyethy- 
lenpolyoxypropylen-Polymere in einer Henge von 0,1 bis 10 % (Gewicht/Volu- 
men) enthalten sind. 

4. Zubereitung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Polyoxy- 
ethylenpolyoxypropylen-Polymere in einer Menge von 1 bis 5 % (Gewicht/Vo- 
lumen) enthalten sind. 

5. Zubereitung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als negativ 
geladene Phospholipide Phosphatidylglycerole, Phosphatidyl inositole, Phos- 
phatidyl ethanol amine und/oder Phosphatidyl serine enthalten sind. 

6. Zubereitung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB als negativ 
geladenes Phospholipid Distearoylphosphatidylglycerol enthalten ist. 

7. Zubereitung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB negativ gela- 
denes Phospholipid in einer Henge von 0,01 bis 5 % (Gewicht/Volumen) ent- 
halten ist. 

8. Zubereitung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB sie 3 % (Ge- 
wicht/Volumen) Polyoxyethylenpolyoxypropylen-Polymere mit einem mittleren 
Molekulargewicht von 8400 und 1 % (Gewicht/Volumen) Distearoylphosphati- 
dylglycerol enthalt. 

9. Zubereitung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das oder die 
negativ geladenen Phospholipide als Lysoform zugegen sind. 
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10. Verfahren zur Herstellung einer waBrigen Zubereitung zur Aufnahme und 
Stabilisierung von Mikroblaschen zur Verwendung als Echokontrastmittel , da- 
durch gekennzeichnet, daB man Polyoxyethylenpolyoxypropylen-Polymere zusam- 
men mit einera negativ geladenen Phospholipid und fur zur Erreichung der 
Isotonie ublichen Hilfsstoffe in Wasser lost. 
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